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緒緒  言言  

 
がん患者の血漿中には腫瘍由来の可溶性DNA（ctDNA）が含まれており、ctDNAを用いた分子診断（liquid biopsy）

は、進行・再発肺がん治療において、EGFR 遺伝子変異を検出する liquid biopsy 検査として既に本邦でも臨床応用  

されている。また進行・再発肺がんにおいては、EGFR 遺伝子変異以外のさまざまな遺伝子異常も ctDNA を用いて 

検出可能であること、ctDNAを用いた liquid biopsyは、治療効果の早期判定や薬剤耐性出現の予測などに有用である

ことも報告されている［1］。一方、外科切除の対象となるような早期肺がんにおいては、ctDNA の総量が比較的    

少ないことより、liquid biopsy を用いた遺伝子変異解析は難しいと考えられてきた。しかし近年、ctDNA の検出感度

が飛躍的に高くなり、早期肺がんにおいても ctDNAの検出が可能となりつつある［2～4］。 
肺がんは、早期で発見され標準治療である外科切除がおこなわれたとしても、再発率の高いがんのひとつである。  

早期肺がん（I～ⅢA 期）の治療成績向上のため、定期的な手術後のフォローに加え、術前補助化学療法や術後補助   

化学療法が実臨床でおこなわれているが、その治療成績は十分とは言えない。このため、分子標的治療薬や      

免疫チェックポイント阻害剤などの新規薬剤を用いた臨床試験も多数進行中である。しかし、早期肺がん患者の予後 

改善のためには、これらの集学的治療法の発展に加え、適切な患者に適切な治療をおこなうprecision medicineの適応

も不可欠と考えられる［5］。 
今回我々は、外科切除を予定している早期肺がん患者において、術前・術後に liquid biopsyを用いて ctDNAを検出

することで、再発リスクの高い患者を同定することが可能であると仮定して本研究をおこなった。計 20 名の患者に  

ついて検討をおこなったところ、術前の liquid biopsy では 8 名（40％）で ctDNA が検出され、術後（3～12 日）の

liquid biopsy では 4 名（20％）で ctDNA が検出された。術後に ctDNA が検出された患者では無再発生存期間が    

有意に短く（p＝0.015）、術前の ctDNA陽性（p＝0.132）や術後のCEA高値（p＝0.533）よりも有用な再発予測因子

であると考えられた。 
 

方方  法法  

 
11．． 患患者者おおよよびび検検体体  

2018 年 1 月～2019 年 5 月に完全切除が施行された臨床病期ⅡA～ⅢA 期肺がん患者 20 名を本研究に登録した。 

手術検体（がん部）、術前血漿サンプル（術前 2 日前～手術当日）、および術後血漿サンプル（手術後 3～12 日目）を 

採取・保存した。術後の血漿サンプル採取の時期としては、術後 3 日～1 ヶ月での採血が術後のベースラインとして 

妥当であることが報告されており［4］、本研究での術後採血もその範疇であった。これらの採血は、術前検査のための

採血や手術後の臨床上必要とされる定期採血とともに採取した。採血はセルフリーDNA 抽出用採血管を用いて    

おこない、遠心分離ののち血漿のみを抽出し、解析まで－80℃で保管した。 
本研究は、研究課題「Next-generation sequencing（NGS）を用いた血漿中の癌関連遺伝子変異の解析：外科切除  

症例における再発予測因子としての意義」として、近畿大学医学部の倫理委員会の承認を得て実施した。 
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22．． 切切除除検検体体のの遺遺伝伝子子異異常常解解析析  
切除検体の遺伝子異常の解析は、切除検体のがん部よりgDNAを抽出したのち、409個のがん関連遺伝子の変異を

検出可能な Ion AmpliSeqTM Comprehensive Cancer Panel（CCPパネル）（Thermo Fisher Scientific、Waltham、

MA）を用いておこなった。 
33．． LLiiqquuiidd  bbiiooppssyy検検体体をを用用いいたた ccttDDNNAA検検出出  

血漿中の可溶性DNA（cell free DNA、cfDNA）は、AVENIO ctDNA isolation kit（Roche Diagnostics、Mannheim、 
Germany）を用いて抽出した。197個のがん関連遺伝子の変異を検出可能な cancer personalized profiling by deep 
sequencing（CAPP-Seq）法（Roche Diagnostics）を用いて cfDNAを解析し、ctDNAを検出した。得られたSNV 
（single nucleotide variant）のうち、COSMIC（Catalogue of Somatic Mutations in Cancer）データベースにて  

肺がんで報告のあるものについて、ctDNAと定義した。 
44．． 統統計計学学的的検検討討  

ctDNA陽性と関連のある臨床病理学的因子の検討は、Fisherの正確確率検定を用いておこなった。無再発生存期間

の比較は、Kaplan-Meier法を用いておこない、log rank法にて両群間の差異を統計学的に検定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ががんん部部のの遺遺伝伝子子異異常常とと ccttDDNNAAのの関関連連  
術前または術後に ctDNA が検出されたのは 9 例（術前のみ検出：5 例、術前・術後ともに検出：3 例、術後のみ   

検出：1 例）であった。検出された遺伝子変異の詳細を表１にまとめた。がん部で検出された遺伝子変異の多く    

（全てのTP53変異およびひとつのKRAS G12C変異など）が liquid biopsyでも検出可能であったが、ctDNAの一部

はがん部では検出されず、腫瘍内heterogeneityがその原因と考えられた。 
 

表1．主腫瘍の遺伝子変異および検出された ctDNAのまとめ 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

がん部で検出された遺伝子異常と、liquid biopsyで検出されたctDNAを患者毎にまとめた。 
両者は解析方法が異なり、HCN1およびLRRTM4 はがん部の検査ではカバーされていない。 

 
 
 

患患者者番番号号 ががんん部部のの遺遺伝伝子子変変異異 術術前前ccttDDNNAA 術術後後ccttDDNNAA

TP53 (Y234C) TP53(Y234C) TP53(Y234C)
TP53 (V157F) TP53(V157F) TP53(H193R)

PIK3CA(E545K)
NF1(Q1235Ter)

7 CEBPA(P196fs) 検出されず PDGFRA(V193I)
NFE2L2(R34Q)

NFE2L2(G31_V32delinsAL
)

10 検出されず TP53(C238P) 検出されず
TP53(C238P)

PALB2(G514Ter)
ARIDIA(E778Ter)
ARIDIA(E1776Ter)

12 KRAS(G12C) KRAS(G12C) 検出されず
TP53(G105V)

WT1(Q332Ter)
16 検体なし HCN1(G824R) HCN1(G824R)

20
TP53(splice site mutation)

NF1(Q684Ter)
TP53(splice site mutation) LRRTM4(Y349N)

1

8

11

14

NFE2L2(D29G) 検出されず

TP53(C238P) 検出されず

TP53(G105V) 検出されず
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22．．ccttDDNNAA陽陽性性とと関関連連すするる臨臨床床病病理理学学的的因因子子のの探探索索  
術前および術後の ctDNA陽性と関連する臨床病理学的因子について、Fisherの正確確率検定を用いて探索し、術前

の ctDNA陽性は腫瘍径5.0 cm 以上 と関連しており（p＝0.018）、術後の ctDNA陽性は組織学的分化度 grade 3 と
関連していることを同定した（p＝0.032）。術前 ctDNA 陽性と腫瘍径との関連は、複数の既報でも報告されており     
［4，6］、同様の結果であった。 
33．．ccttDDNNAA陽陽性性のの術術後後再再発発予予測測因因子子ととししててのの役役割割（（図図１１））  
術前および術後の ctDNA 陽性の再発予測因子としての役割を Kaplan-Meier 法を用いて検討したところ、術後の

ctDNA 陽性が有意な予後不良因子であった（p＝0.015）。一方、術前 ctDNA 陽性群は予後不良な傾向を示したが   

（p＝0.132）、上述の通り術前 ctDNA 陽性は、術前の進行度（病期）とより関連したものと考えられた。このため、 

術後の ctDNA 陽性が、再発予測因子としてより有用であると考えられた。既報では、肺がんで頻度の高い少数の   

がん関連遺伝子に絞って限って解析したものが多いが［4，7］、本研究で用いたような、解析遺伝子数の多いパネル   

でしか検出されない ctDNA（PDGFRA や HCN1、LRRTM4 など）も、予後予測に有用である可能性が示された。 

また再発予測因子として腫瘍マーカーのひとつである CEA 値についても検討したが、術前 CEA（p＝0.339）および 

術後CEA（p＝0.533）ともに有意な予後予測因子とはならなかった。 

 
 

図1．術前または術後 ctDNA陽性と無再発生存の関連 
左）術前ctDNAと無再発生存（log rank法、p＝0.132） 
右）術後ctDNAと無再発生存（log rank法、p＝0.015） 
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